骨髓增生异常综合征（MDS）是一组异质性、克隆性造血干/祖细胞恶性疾病，目前尚缺乏有效的治疗方法。去甲基化药物地西他滨于2006年被美国FDA批准用于治疗MDS，可使30%\~70%的患者获得临床反应，使13%\~39%的患者获得完全缓解（CR）[@b1]--[@b3]。目前已知地西他滨疗效与疗程数有关且高危患者总反应高于低中危患者；除此之外，国外有临床研究显示对于7号染色体异常、复杂核型、TET2基因突变的MDS患者，地西他滨能取得更好的疗效[@b2],[@b4]--[@b7]。目前，尚未见从临床特征、细胞遗传学、分子生物学方面综合考虑以全面预测地西他滨疗效的报道。本研究中，我们纳入我院接受地西他滨治疗的109例MDS及相关肿瘤患者，从临床及分子层面探讨预测地西他滨疗效的因素，现报道如下。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：回顾性分析2009年9月至2014年12月在我院接受地西他滨治疗的109例患者，其中MDS 85例，MDS/骨髓增殖性肿瘤（MPN）8例，低原始细胞白血病16例（即MDS FAB分型的RAEBt，骨髓原始细胞20%\~30%）。MDS的诊断采用维也纳最低诊断标准，分型及预后积分分别采用WHO 2008标准[@b8]、MDS诊断与治疗中国专家共识（2014年版）[@b9]及国际预后积分系统（IPSS）[@b10]。本研究获我院伦理委员会批准，骨髓标本的取得均经患者知情同意并签署知情同意书。

2．DNA样本处理：所有患者在治疗前均取骨髓液2\~3 ml，肝素钠抗凝，Ficoll液分离骨髓单个核细胞，按DNA提取试剂盒（北京天根生化科技有限公司产品）操作说明书提取DNA，−80 °C冻存。

3．二代测序：根据我中心前期MDS全基因组测序结果及相关文献报道，我们选择了具有重复性的30个候选基因进行二代靶向测序，包括DNMT3A、ASXL1、U2AF2、TP53、TET2、IDH1/2、RUNX1、SF3B1等，所设计测序引物覆盖候选基因的所有外显子区域。采用美国Illumina公司Miseq台式测序仪，由上海天昊生物科技有限公司完成测序。

4．地西他滨治疗方案及疗效评价：所有患者治疗方案为地西他滨20 mg·m^−2^·d^−1^×5 d，4周为1个疗程。每个疗程前评估上一个疗程疗效，以最佳疗效作为疗效的最终判断。治疗反应按照2006年国际工作组修订的反应标准（IWG 2006）[@b11]进行评价。CR、部分缓解（PR）、细胞遗传学完全缓解（mCR）及血液学改善（HI）被认定为有治疗反应，其他被认定为无反应。

5．随访：随访截止日期为2015年12月30日，中位随访时间为37（2\~101）个月。通过电话或信件回访。

6．统计学处理：所有数据使用SPSS 17.0统计软件进行分析。各组率的比较采用卡方检验，单因素分析中*P*\<0.05的因子纳入多因素分析。多因素预测模型采用Logistic回归分析，*P*\<0.05具有统计学意义。

结果 {#s2}
====

一、患者一般临床特征

109例接受地西他滨治疗的患者，男70例，女39例，中位年龄为61（17\~85）岁。85例MDS患者中，难治性血细胞减少伴单系发育异常（RCUD）4例，难治性贫血伴有环状铁粒幼红细胞（RARS）5例，难治性血细胞减少伴有多系发育异常（RCMD）23例，难治性贫血伴有原始细胞过多1型（RAEB-1）31例，RAEB-2 22例。根据IPSS分组，相对低危组（低危+中危1）46例，相对高危组（中危2+高危）63例。染色体核型：预后良好59例，预后中等21例，预后差29例；其中复杂核型21例，7号染色体异常17例，单体核型17例。

二、地西他滨疗效

地西他滨中位治疗4（2\~11）个疗程，共74例（67.9%）患者获得治疗反应，其中CR 30例（27.5%），mCR+HI 40例，PR 4例；35例（32.1%）无反应，其中3例疾病进展。

三、预后因素分析

1．临床特征对地西他滨疗效的影响：对WHO分型、IPSS分组、复杂核型与否、单体核型与否、7号染色体异常与否、1个疗程后PLT是否倍增等因素对地西他滨疗效的影响进行单因素分析，结果发现复杂核型患者可能获得更好治疗反应（*χ*^2^=3.79，*P*=0.052）；IPSS中危2+高危、复杂核型、单体核型、7号染色体异常及1个疗程后PLT倍增的患者可获得更高的CR率（[表1](#t01){ref-type="table"}）；其中，21例复杂核型患者中14例获得CR（66.7%），17例单体核型患者中10例获得CR（58.8%）。这些数据提示IPSS分组、特殊染色体核型及1个疗程后PLT是否倍增可能可以预测地西他滨治疗后能否获得CR。

###### 109例接受地西他滨的患者临床特征与地西他滨疗效的单因素分析

  因素                   例数   总体治疗反应   完全缓解                
  ---------------------- ------ -------------- ---------- ------------ ---------
  WHO分型                                      0.497                   0.587
   MDS                   85     67（78.8）                22（25.9）   
   MDS/MPN               8      5（62.5）                 2（25.0）    
   AML^a^                16     12（75.0）                6（37.5）    
  IPSS分组                                     0.180                   0.014
   低危+中危1            46     28（60.9）                7（15.2）    
   中危2+高危            63     46（73.0）                23（36.5）   
  复杂核型                                     0.052                   \<0.001
   是                    21     18（85.7）                14（66.7）   
   否                    88     56（63.6）                16（18.2）   
  单体核型                                     0.164                   0.004
   是                    17     14（82.4）                10（58.8）   
   否                    92     60（65.2）                20（21.7）   
  7号染色体异常                                0.409                   0.015
   是                    17     13（76.5）                9（52.9）    
   否                    92     61（66.3）                21（22.8）   
  1个疗程后PLT是否倍增                         0.095                   0.006
   是                    30     24（80.0）                14（46.7）   
   否                    79     50（63.3）                16（20.3）   

注：MDS：骨髓增生异常综合征；MPN：骨髓增殖性肿瘤；AML：急性髓系白血病；IPSS：国际预后积分系统。^a^为低原始细胞白血病，原始细胞20%\~30%

2．基因突变对地西他滨疗效的影响：109例接受地西他滨治疗的患者治疗前二代测序结果显示，突变率超过10%的基因依次为DNMT3A（15.6%）、ASXL1（14.7%）、U2AF2（13.8%）、TP53（13.8%）、TET2（11.9%）及IDH1/2（10.1%）。单因素分析各基因突变对地西他滨疗效的影响，结果见[表2](#t02){ref-type="table"}，各类型基因突变与否对地西他滨治疗总体反应影响差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）；进一步分析基因突变对CR的影响，TP53突变患者更容易获得CR，15例TP53突变患者中10获得CR（66.7%），显著高于TP53未突变的患者（21.3%）（*P*=0.001）。而IDH1/2突变的11例患者，6例获得了临床反应，但无一例获得CR。

###### 109例接受地西他滨的患者基因突变与地西他滨疗效的单因素分析

  基因突变    例数   总体治疗反应   完全缓解                
  ----------- ------ -------------- ---------- ------------ -------
  DNMT3A                            0.409                   0.916
   突变组     17     13（76.5）                4（23.5）    
   未突变组   92     61（66.3）                26（28.3）   
  ASXL1                             0.617                   0.584
   突变组     16     10（62.5）                3（10.0）    
   未突变组   93     64（68.8）                27（29.0）   
  U2AF2                             0.279                   1.000
   突变组     15     12（80.0）                4（13.3）    
   未突变组   94     62（66.0）                26（27.6）   
  TP53                              0.542                   0.001
   突变组     15     11（73.3）                10（66.6）   
   未突变组   94     63（67.0）                20（21.3）   
  TET2                              1.000                   0.959
   突变组     13     8（61.5）                 3（10.0）    
   未突变组   96     66（68.8）                27（28.1）   
  IDH1/2                            0.510                   0.072
   突变组     11     6（54.5）                 0            
   未突变组   98     68（69.4）                30（30.6）   
  RUNX1                             0.360                   1.000
   突变组     10     5（50.0）                 3（10.0）    
   未突变组   99     69（69.7）                27（27.3）   
  SF3B1                             1.000                   0.446
   突变组     9      6（66.7）                 1（3.3）     
   未突变组   100    68（68.0）                29（29.0）   

3．多因素分析：考虑到TP53基因突变常与复杂核型密切相关，我们首先分析了15例TP53突变患者细胞遗传学情况。如[表3](#t03){ref-type="table"}所示，15例TP53突变患者中11例为复杂核型，9例获得CR，10例为单体核型，8例获得CR。协方差分析对TP53和复杂核型的交互作用进行检验，其*P*=0.928，提示TP53对CR的影响不随复杂核型的与否而不同。多因素Logistic回归模型显示TP53突变、1个疗程后PLT倍增及复杂核型是预测地西他滨治疗获得CR的独立预后因素，其中TP53突变是最强的预测因子（*OR*=4.39，95% *CI* 1.20\~16.06，*P*=0.026）（[表4](#t04){ref-type="table"}）。

###### 15例TP53突变患者染色体核型及地西他滨治疗反应

  例号   诊断      染色体核型                                                                                        基因突变                                                           地西他滨治疗反应
  ------ --------- ------------------------------------------------------------------------------------------------- ------------------------------------------------------------------ ------------------
  1      RARS      45, XX, del（5）（q13）, −8, −18, −20, +2mar\[7\]                                                 TP53/8/D242H                                                       CR
  2      AML       41, XY, der（3）, −5, del（7）（p15）, del（12）（p12）, −13, −14, −16, −17×2, −22, +2mar\[6\]    TP53/6/R174L、ROBO、UPF3A                                          CR
  3      AML       45, XY, −5, −7, del（12）, +mar, inc\[7\]                                                         TP53/8/R234、ROBO                                                  CR
  4      RAEB-2    42, XX, del（5）（q12q32）, −7, der（12）, der（17;21）（q10;q10）, −18, −20, der（21）\[20\]     TP53/8/D281Y、TP53/6/V216E                                         CR
  5      MDS/MPN   49, XY, del（3）（p11）, der（5）, del（6）（p21）, add（7）, add（8）（p21）, −14, +4mar\[25\]   TP53/8/F231S、TET2                                                 CR
  6      RAEB-1    46, XY, −5, der（7）, +mar\[15\]                                                                  TP53/8/R273H、TP53/5/Y126C、SRSF2                                  CR
  7      RAEB-2    44, XY, +der（1）, del（3）（p21）, −5, +8, −16, −18, −20, −21, +mar\[3\]                         TP53/6/R196\*、SF3B1                                               CR
  8      RAEB-1    46, XY, −3, del（5）（q12q31）, −6, +8, +mar\[15\]                                                TP53/4/W91\*、DNMT3A                                               CR
  9      RAEB-1    47, XX, del（5）（q12q32）, +mar, inc\[4\]                                                        TP53/8/G227R、TP53/5/C137Y、TP53/4 /P33A、ANKRD11、DNMT3A、ITIH3   CR
  10     MDS/MPN   45, X, −Y\[15\]                                                                                   TP53/8/R244H、ANKRD11、ASXL1、ITIH3、PTPRD、TET2                   CR
  11     RAEB-1    46, XX, del（5）（q12）\[20\]                                                                     TP53/7/G626A、ROBO                                                 NR
  12     RAEB-1    46, XY, del（17）（p12）\[12\]/46, XY\[20\]                                                       TP53/5/R136H、ANKRD11                                              PD
  13     RARS      46, XY, del（11）（q21）\[15\]/46, XY\[10\]                                                       TP53/SP、ROBO、SF3B1                                               NR
  14     AML       45, XX, −2, t（4;11）（p10;p10）, −10, +mar\[10\]                                                 TP53/7/M237I、DNMT3A                                               PD
  15     RAEB-1    46, XX, der（3）, del（5）（q14q32）, del（11）（q13）, −22, +mar\[8\]                            TP53/SP、PTPRD                                                     NR

注：RARS：难治性贫血伴有环形铁粒幼红细胞；AML：急性髓系白血病；RAEB：难治性贫血伴有原始细胞过多；MDS/MPN：骨髓增生异常综合征/骨髓增殖性肿瘤；CR：完全缓解；NR：无反应；PD：疾病进展

###### 109例患者影响地西他滨治疗完全缓解的多因素分析

  影响因素           *OR*（95% *CI*）      *P*值
  ------------------ --------------------- -------
  IPSS分组           1.81（0.59\~5.51）    0.298
  复杂核型           3.78（1.02\~13.98）   0.047
  单体核型           1.61（0.37\~7.05）    0.525
  7号染色体异常      1.21（0.26\~4.94）    0.880
  1个疗程后PLT倍增   4.17（1.56\~11.18）   0.004
  TP53突变           4.39（1.20\~16.06）   0.026

注：IPSS：国际预后积分系统

讨论 {#s3}
====

地西他滨在MDS及老年白血病的治疗中取得了较好的治疗反应，但各中心报道差异较大。不同于一般的化疗，地西他滨治疗常需要两个以上的疗程才能显示出治疗反应。对于无治疗反应的患者，骨髓抑制可能增加感染及出血风险。因此，早期预测地西他滨治疗反应，可为MDS个体化精准治疗提供依据。本研究我们在国内首次分析了MDS及相关肿瘤（包括MDS/MPN及低原始细胞白血病）患者临床特征、细胞遗传学及分子生物学与地西他滨疗效的关系，发现TP53基因突变、1个疗程后PLT倍增及复杂核型是预测地西他滨CR的独立预后因素。

在本研究中，所有患者均接受至少2个疗程的地西他滨治疗，总治疗反应率为67.9%，CR率为27.5%，与国外报道一致[@b1]--[@b3]。既往国外研究发现7号染色体异常、复杂核型、单体核型患者去甲基化治疗临床反应更好。我们的研究进一步证实了这些特殊染色体异常在预测地西他滨治疗反应中的作用。低剂量的地西他滨可促进巨核细胞的分化及血小板的释放，提示早期血小板反应可能是患者获得临床反应的一个重要预测指标[@b12]--[@b13]。在本研究中，虽然1个疗程后PLT倍增并不能预测地西他滨总治疗反应，但却可以预测CR，1个疗程后PLT倍增的患者更容易获得CR。这与另一种去甲基化药物阿扎胞苷临床结果类似，van der Helm等[@b14]研究发现阿扎胞苷治疗1个疗程后PLT倍增可预示治疗反应。现有研究证实骨髓原始细胞比例是影响地西他滨疗效的因素，由于骨髓原始细胞比例包含于IPSS积分系统中，且占分值最重，为避免多因素分析中的重复干扰，我们此次暂未纳入研究。在我们进一步研究中将细化IPSS中各单项例如血小板降低等指标进行地西他滨治疗反应预后评价。

我们发现TP53基因突变可预测患者CR。TP53基因位于17号染色体，是重要的抑癌基因，在DNA损伤修复中发挥至关重要的作用，其突变可导致基因组的不稳定。在MDS及急性髓系白血病中，TP53基因突变通常发生于17p缺失或者5/7号染色体异常的复杂核型或单体核型患者中[@b6],[@b15]--[@b16]，本研究结果与上述研究一致。大量的研究表明，对于累及5/7号染色体异常的复杂核型患者，地西他滨疗效更好[@b5]--[@b6]，这也间接支持了我们的研究结果。临床上，TP53基因突变MDS患者常对一般化疗不敏感，仅8%的患者有反应，而TP53未突变患者总治疗反应率可达60%[@b17]。不仅如此，对于TP53突变患者，骨髓移植疗效亦不佳[@b18]。机制上，地西他滨可能通过TP53非依赖性通路（重表达受甲基化调控的分化基因）促进肿瘤细胞的分化、凋亡[@b19]。这些均提示地西他滨可能是这类患者最优选择。

总的来说，我们通过分析109例接受地西他滨治疗MDS及相关肿瘤患者的临床及分子特征，证实了TP53基因突变、1个疗程后PLT倍增及复杂核型在预测地西他滨疗效中的作用。地西他滨治疗前综合考虑这些因素，可为个体化治疗提供依据。
